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緒 口

細菌細胞壁分解酵素は,卵白リゾチームをはじめ,

微生物由来および高等植物や動物由来の静索,さらに

バクテリオファージ由来などが知られている.これら

の酵素は,細菌の細胞壁構造の解明やプロトプラスト

の調製に利用されており,また食品の腐敗防止剤や細

菌による病疾の治療剤としての利用性も期待されてい

る.これらの酵素のうちで,ファージ由来の酵素は,

ファージ感染によって誘導される特異的な酵素として

注目され,新しい型の酵素の存在が考えられ,種々の

ファージー宿主系での研究が行なわれている (緒方,

1977;Tsugita,1971).

アセトン･ブタノールを生産する CloslrLdL-1LmSaC-

charopcrbutylacetonLcumは,形態や諸性状の異なる3

種 の ファージ (HM2,HM3HM7)により感染 を

受ける (‖ongoandMurata,1965;Ogataetall,

1969).先に,HM777-ジの溶菌酵素が N-ace-

tylmuramylL-alanineamidase(Hongoetat.,

1974;OgataetaL.,1974)であり,HM37T-ジ

の溶菌酵素はN-acetylmuramidase(田原ら,1975)

であることを報告したが,1菌種に限定しても,ファ
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-ジの種類の違いによって,それらの溶菌辞素の性状

はかなり相違する.EBCherlchEacoIL'でも,T偶数系

のフT-ジが N-acetylmuramidase(Tsugitaand

lnoue,1968),1ファージが endopeptidase(Tay-

lor,1971),T7ファージが N-acetylmuramylL

alanineamidase(houegJα7.,1973)を生成するこ

とが知られている.本報では,残る1種の HM2フ

ァージが感染した該宿主菌の溶菌液から,HM2ファ

ージの溶菌酵素を分離精製し,その溶菌スペクトラム

や諸性状を明らかにするとともに,該宿主菌の細胞壁

やペプチドグリカンに対する作用点を解析した結果に

ついて報告する.

材料および方法

1.使用菌株とファージ

主に,Clostn'dL'umsaccharoperb〟(yLacetoTlicum の
N1-4株 (ATCC13564,以下 Nト4株 と略)と

HM2 ファージ (ATCC 13564-Bl) (‖ongo and

Murata,1965;Ogataelal.,1969)を使用 した.

その他,Nト504株 (ATCC27022)(‖ongoand

Murata,1965)や CLoslridL'〟m属細菌3種 (C.0cc-

lob〟lylJ'C〟m,C･kaTleboi,C.BPOrOge〃eSIFO 12636)

も使用した.

2.培 地
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使用した菌株の培養には下記組成の TYA 培地を

用いた.TYA培地組成:グルコース40g,パクトト

リプトン (Dirco社製)6g,酵母エキス (大五栄養

化学社製)2g,酢酸アンモニウム 3g,KH2P0-0.5

g,MgSO一･7H200.3g,FeSO▲･7H20 10mgを純

水 1gに溶解し,pH6.5に調製した.

3. ファージ溶菌液の調製

N1-4株を初発 0.D.6600.1から0.3になるように

TYA培地中で,30℃ で培養し,これにHM2ファ

ージを moi5で感染させ,さらに 4-6時間培養し

た.得られた溶菌液の菌体破片物は遠心分離 (9,000

×& 10min)で除去した.

4. ファージ溶菌酵素の精製

ファージ溶菌液に硫酸アンモニウムを60%飽和に

なるように加え,2℃ に20時間放置し,生成した沈

殿物を遠ノ.L､分離 (10,000×g,10min)により集めた･

沈殿物を少量の 0.067M リン酸緩衝液 (pH5.5)に

溶解し,超遠心分離 (55,000×g)を行なって混在す

るファージ粒子を除去した.上清を50倍容の同緩衝

液 (pH5.5)に対して,2oCで24時間透析した.得

られた辞系液を同緩衝液で平衡化したDEAE-セルロ

ースクロマトグラフィー (生化学工業社製,カラムサ

イズ 3.0×60cm)に供し,NaCl濃度を直線的 に

0.5M まで上昇させて溶菌酵素を溶出させた.溶菌酵

素の溶出画分を 0.067M リン酸緩衝液 (pH5.5)で

透析した後,コロジオンバックで濃縮して,実験に使

用するまで 2oC に保存した.

5.等電点分画

キャI)ア-アンホラインpH範囲 3-10を支持体

として,110m1-LKB電気泳動カラム (LKB社製)

を使用した.電気泳動は,循環冷却を用いてカラム内

の温度を 4'C に保ちながら,400Vから900Vの電

圧勾配で48時間行なった.泳動後, アンホラインを

2mlずつ分画し,各画分の pHを pHメーター(メ

イプM-5,日立 ･掘場社製)で測定した.

6. ホルマリン処理菌体と熱処理菌体の調製

N1-4株のホルマリン処理菌体と熱処理菌体を溶菌

酵素の基質特異性を検するために次のように調製 し

た.

N1-4株の対数増殖期の菌体を集菌し,5%ホルマ

リンを含んだ 0.067M リン酸緩衝液 (pH6.5)に懸

淘し,壷温で30分間放置した. この処理菌体を氷冷

した 0.067M リン酸緩衝液 (pH6.5)で遠心洗浄し

てホルマリンを除き,同じ緩衝液に懸淘した.ホルマ

リン処理は,菌体の 自己溶解を抑えるために行なつ

た.熱処理菌休は生菌体をそのまま或いは一度ホルマ

リン処理したものを 100℃ で2分間熟処理して調製

した.

7.細胞壁の調製

Nト4株の細胞壁は前報に準じて調製した (Ogata

etal･,1974).Nll4株の対数増殖期 (0.D.:0.30)

の菌体を遠心分離 (9,000×& 5min)によって集

菌し, 氷冷した蒸留水 に懸淘 して, 音波発生装置

(モデル 200M,久保田社製)を使い出カ140パワー

(WATT)で,15分間音波をあてて菌体を破壊した.

この菌体破壊液の租細胞壁を分別遠心分離(1,000×g,

30min,続いて 12,000×& 30min)によって分画

し,直 ちに, これを 1% ドデシル硫酸ナトリウム

(SDS)の水溶液に懸濁し,37oC で15時間,振塗し

て反応させた.SDS処理細胞壁を蒸留水で5-7回遠

心洗浄後, これを 0･067M の リン酸緩衝液 (pH

7･0)に懸濁 し,37℃ で4時間 トリプシン(Sigma

社製)処理 した.反応終了後 は,細胞壁を遠心分離

(12,000×gT,30min)によって集め,再び蒸留水で3

-5回遠心洗浄し,最終的に少量の蒸留水存在下に凍

結乾燥した.

他3種の CLostrL'dL'tLm属細菌とN1-504株の細胞壁

の調製もN1-4株に準じて行なった.

81 ペプチドグリカンとポリサッカライド画分の調

製

細胞壁からのペプチドグリカンとポリサッカライド

画分はPerkins(1965)のホルムアミド抽出法に準じ

て分画調製した.細胞壁をホルムアミドに懸濁 し,

150℃,15分間加熟した.冷却後,2倍容の酸-エタ

ノール (2N塩酸-エタノール 1:9V/V)を加え,逮

心分離 (12,000×& 30min) して,不溶性画分と可

溶性画分とに分画した.不溶性画分からのペプチドグ

リカンは遠心残査を再 び酸-エタノールで遠心洗浄

し,さらにエタノール,エチルエーテルのJIAに遠沈洗

浄後,エチルエーテルを減圧で除去して調製した.可

溶性画分からのポリサッカライド画分は遠沈上清に4

倍容のアセトンを加え,ポリサッカライドを沈殿 さ

せ,アセトン-エタノール (1:lvノⅤ)で3-5回遠

沈洗浄を繰り返した後これを少量の蒸留水に溶解し,

凍結乾燥して調製した. この調製法 により,細胞壁

1,000mgからペプチドグリカン500mgとポリサッ

カライド125mgとを得た.

9.濁度の測定

菌の生育度や菌体,細胞壁とペプチドグリカンの懸

髄液の淘度変化 は比色計 (モデル7A, 日本光電社
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製,或いはタイプ 101,日立製作所製)の 660mmの

吸光度 (0.D.)で測定した.

10. 酵玄活性の測定

溶菌酵素活性は細胞壁の海度の減少から測定した.

2mgの細胞壁を 0.45mlの 0.05M 酢酸緩衝液

(pH5.0)に懸淘し,これに0.05mlの酵素液を加え

て反応系を調製した.反応は,30℃ で行ない,10分

間隔に淘度の減少を測定した.溶菌酵素の酵素活性

(Units)は,1分間あたりの 0･D･660の減少が0･001

の時のそれを 1unitと定 め,次式から算出した･

units=-AO.D..6.×1.000/min.比活性は,タンパク質

1mgあたりの酵素活性で計算した.なお,タンパク

質宜は Lowry(1951)の方法に準じて定量した.

ll. アミ/酸とアミ/糖の同定,定量

細胞壁,ペプチドグリカンおよびポリサッカライド

画分のアミノ酸とアミノ糖はアミノ酸自動分析器 (モ

デル JLC-5,日本電子社製)を用いて同定,定量し

た.各試料の 2mgに4N 塩酸 100〟1を加えて封

管し,105℃,12時間加水分解した.酸加水分解物を

五酸化))ンとNaOHの存在下で減圧乾固し,残査に

各試料が 1mg/mlになるように 0･2M のクエン酸

緩衝液 (pH2.2)を加え,これをアミノ酸自動分析器

を用いて同定,定量した.

12. 分解生成物の化学分析

分解生成物の遊離還元基は Tsugitaandlnoue

(1968)のホウ素化水素ナ トリウム (NaliH4)還元

法に従って同定,定量した. 10mgの分解生成物に

0.6mlの 0.1MNaBH̀ 水溶液を加え,室温に3時

間放直し,分解生成物の遊離遼元基を糖アルコールに

遺元した.これに0.3mlの濃塩酸を加え,105oC,6

時間加水分解した.酸加水分解物をP206とNaOHの

存在下で液圧乾固した後,5mlのメタノールを加え,

還元時に残存したホウ酸をホウ酸メチルに変え減圧下

で蒸発除去した.NaBH一によって還元された分解生

成物の構成アミノ糖とアミノ酸はアミノ酸自動分析器

を用いて同定,定量した.

分解生成物中のN-末端アミノ酸は,Ghuysenetal･

(1966)の方法に従って同定した.200〟1の1%ホウ

酸ナトリウムに溶解した約 0.5mgの分解生成物に,

0.1%のジニトロフルオロベンゼン (DNFB)のエタ

ノール溶液 40LLlを加え,60oCで30分間 DNP化

した.反応後,過剰の DNFBをエーテルで抽出して

除去し,水槽 に 120〟1の濃塩酸を加えて封管し,

105BCで8時間加熱してDNP化した物を加水分解し

た.加水分解物中の DNP-アミノ酸をェーテルに抽
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出し, これをアルカリデシケーターを用いて減圧乾固

した.DNP-アミノ酸の同定にはスポットフイルム

(東京化成社製)を用いた.

また, 還元基は Somogyi-Nelsom の方法 (S0-

mogyi,1952)に,アミノ基はYemmandCocking

(1955)の方法に従って定量した.

13. アラニン光学異性体の同定,定量

分解生成物中のアラニン光学異性体の同定と定量は

先報 (Ogataetal.,1975)とHasegawaandMa-

tsubara(1975)の方法に従って, ガスクロマトグラ

フイ-で同定,定量した.

アラニンの N-TFA-7-メンチルエステル化 :分解

生成物 (アラニンを 0.5-1.0mg含む)にE-メント

ー ル 250mgを加え,110℃ で乾燥塩酸ガスを吹き込

みつつ,1時間 メチルエステル化した.過剰の トメ

ントールを 110℃ で乾燥塩酸ガスを吹き込みつつ昇

華除去した後,無水 トリフルオロ酢酸 (TFAA)0.5

mlを加え,室温で5分間接拝しつつ反応させた.N-

TFA-トメンテルエステル化反応後,過剰 の TFAA

を室温で乾燥窒素ガスを吹き込んで蒸発除去し,合成

されたアラニンの N-TFA-トメンチルエステルに

0.5mlのアセトンを加え 4℃ で保存した.

ガスクロマトグラフィー:ガスクロマトグラフィー

(モデル 163, 日立製作所製)によるアラニンの N-

TFA-メンチルエステルの分析条件 はAdipateを5

%コートしたポリエチレング))コール (80-100メッ

シュ)を直径 3mm,長さ 4m のステンレスカラム

に充てんしたものを使用した.検出には,水素炎イオ

ン化検出器を用い,カラム温度を 170℃ の恒温にし

て,キャリアーガスには窒素を用いた.

14. リンの定量

CheneTal.(1956)の方法に従って定量した.

実 験 結 果

1.HM2ファージ溶菌酵素の分離精製

HM2ファージ溶菌酵素の生成の至適条件%,ファ

ージ感染時の宿主菌の菌令 (0･D･66｡) と感染多重度

(moi)について検討した結果,溶菌酵素の生成量は,

宿主菌の 0.Dl660が0.30-0.35の時,moi3-5で

ファージを感染させた場合に最大であった.この至適

条件下での HM2ファージ溶菌酵素の培地中への生

成蓄積をFig.1に示した.感染後直ちに宿主菌の増殖

は停止し,5時間日頃から徐々に溶菌した.ファージ

溶菌酵素の生成集積は,感染後 1時間日頃から検出さ

れ,その後,その宜は急速に増加し,溶菌の始まる5
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Fig.1.Time course of production of
phageHM 2-inducedlyticenzyme･The
hostcells(OD660:0.30)inthelogarithmic
phasewereinfectedwithphageHM 2at
moiof5,andthecultivationwascontinu･
ed at30oC.Theinfectedculturewas
withdrawn atthevariousages,andwas
immediatelycentrifugedat55,000×gfor
60mintoremovewholecells,celldebris
andphageparticles･Thesupernatantwas
assayedforthelyticenzymeactivity as
describedinMaterialsand Methods.0:
normalgrowth,●:phageHM2infected
growth,A:phageHM 2-inducedlytic
enZyme･

▲
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Fig.2.DEAEICellulosecolumnchromat0 -

graphyorphageHM 2-inducedlyticen-
zyme.Theenzymesolutionobtainedby
salting-Outor the supernatantorthe
lysatewasappliedtoacolumn(1.5×17
cm)equilibratedwith0.067M phosphate
bufferatpH5.0,andeluted byalinear
ofNaCIconcentrationinthesamebuffer.
+:lyticenzymeactivity,0:OD280,-･:
NaCl.

時間日頃に最大値 (6.5units)を示した.

HM2ファージの溶菌酵素をファージ溶菌液から,

硫安塩析,次いでDEAE-セルロースカラムクロマト

グラフィーを用いて比活性約100倍まで分離精製 し

た.溶出パターンを示すFig.2のように,本溶菌酵素

はNaClの 0.20-0.25Mで溶出された.この酵素活

性画分には遊離ファージは全く検出されなかった.

2.HM2ファージ溶菌酵素の基質特異性

Fig.3に示すように,HM2ファージの溶菌酵素は

その宿主菌のホルマリン処理菌体や熱処理菌体を全く

溶菌せず,細胞壁とペプチドグリカンを溶解する特異

性を示した.また増殖している菌体 (生菌体)に作用

させたが,全く溶解できなかった.
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Fig.3.ActionofphaseHM 2-induced
lyticenzymetowardwholecellsandcell
wallofClosln'dL'um saccharoperbuTytacetoni-
cum･Varioussubstrates(initial0D660:
0.60)andlyticenzyme(4.5unitsノml)were
incubatedin 0.067M phosphatebuffer
(pH5.0)at30℃.0:cellwall,+:peptid0-
glycarl,▲:heated cells,△:formalin-
treatedcells.

これらの結果はこれまでに報告した CLostridL-LLm属

細菌の生菌体やホルマリン処理菌体を強く溶菌す る

HM7ファージ (Hongoelal.,1974),HM3フ1-

ジ(田原ら,1975)や不完全ファージ･クロストシン

0(OgataandHongo,1979;一部未発表)の溶菌酵

素とは,その基質特異性が全く異なることを示してい

る.

宿主菌細胞壁以外 のN1-504株,C.acelobutyti-

C〟m,C.ka17eboL.,C.sporogenesの細胞壁に対する

HM2ファージ溶菌酵素の溶解作用を検した.Fig.4

に示すように,本酵素は,その宿主菌とN1-504株の

細胞壁の淘度を90%以上減少させるのに対 して,同

じ反応条件下で,C.sporoge〃es,C.kaTleboiの細胞
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壁の淘度をそれぞれ67%,54%減少させた.他方,

C.0cctob〟tyLIc〟m の細胞壁を全く溶解せず,また供

試したこれらの Clostridl'um属細菌の生菌体やホルマ

リン処理菌体に対しても全く溶解作用を示さなかっ

た.このように,HM2ファージ溶菌酵素は高い基質

特異性を呈した.
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Fig.4.ActionofphaseHM 2-hduced
lyticenzymetowardcellwallsofvarious
ClostrLdI'um species. Variouscellwalls
(initialOD….･0.45)andlyticenZlyme(4.5
units/ml) were incubated in O･067M
phosphatcbuffer(pH5.0)at30℃.+:
C.saccharoperbLLtylacetoT7LcJLmN1-4andN1-
504,0:C.BPOrOgeneS,A:C.kaneboE,A:
C.acetobutyEL'C〟m.

3.HM2ファージ溶菌酵素の至適 pH

HM2ファージ溶菌酵素の宿主菌細胞壁とペプチド

グT)カンに対する酵素作用に及ぼす pH の影響も

溶解活性と溶解に伴って逮離してくる分解生成物から

検した.Fig.5に示すように,本酵素の細胞壁に対す

る溶解活性の室適 pHは5.0にあり,ペプチドグリカ

ンに対する至適 pHは4.0にあった. これは,本酵

素の細胞壁とペプチドグリカンに対する溶解活性の至

適 pHが基質により異なった値を持つことを示 して

いる.

次に,各基質の分解に伴って遊離する分解生成物を

定量したところ,細胞壁からの分解生成物としては,

遊離還元基と遊離アミノ基が検出された.遺元基の遊

離は pH 4.0で最大であり,アミノ基の遊離は pH

5.0で最大であった.他方,ペプチドグリカンを用い

た場合の分解生成物としては,遊離遭元基のみが検出

され,遊離アミノ基は全く検出されなかった.還元基

の遊離は pH4.0であった.このように,本酵素は,

細胞壁を基質にするかペプチドグリカンを基質にする

かによって,また反応系のpHの違いによって,作用
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Fig･51Releasesofreducinggroupsandamino
groupsofcellwallorpeptidoglycanbyaction
ofphageHM2-hducedlyticenzymeatvarious
pH.Twomgofthecellwallorthepeptido-
glycanweresuspendedin0.5mlof0.05M
acetatebufferor0.067M phosphatebufferof
variouspHindicatedinfigureandthenadded
4.5unitsorlyticenzyme.Afterincubations
werecarriedoutat30oCfor2hr,analiquot
ofthemixturewasassayed.Left:cellwall,
rigth:peptidoglycan,0:turbidity,A:reduc-
inggroups,●:aminogroups.
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Fig.6.EIcctrophoresisofphageHM2-induced
lyticenzyme on isoelectric focuslng.The
enzymesolutionwasappliedonaIlom1-LKB
column,and clectrophoresiswascarriedout
withpotentialgradientof400to900Vfor48
hr,maintainingcolumntemperatureat4℃ by
circulatingchillwater.Lyticenzymeactivities
were assayed asdescribedinMaterialszLnd
Methods･▲:reducinggroups(lyticactivityI).
●:&minogroups(lyticactivityll),〇･.OD280,
-:pH.

様式が異なっていた.

これらの結果は,HM2ファージの溶菌酵素には,

二種の溶菌酵素作用,すなわち至適 pH4.0で,ペプ



64 緒方靖哉 ･田原康孝 ･林田晋策 ･本江元音

チドグリカンと細胞壁から還元基のみを遊離させて,

これらを溶解する酵素作用と,重適 pH5,0で,ペプ

チドグリカンには作用せず細胞壁のみに作用してアミ

ノ基を遊離させる酵素作用とが存することを示してい

る.従って,以後の実験では,前者を酵素作用Ⅰ,後

者を酵素作用Ⅱと略記し,酵素作用Ⅰはペプチドグリ

カンから遊離遼元基を,酵素作用Ⅱは細胞壁から遊離

アミノ基を定量することによって,両酵素作用を分別

測定した.なお,Fig･6に示すように,静索作用Ⅰと

酵素作用Ⅱは,アンホライン等電点法によってはそれ

ぞれを分離することはできなかった.

4. 2価金属イオンとEDTAの酵素活性に及ぼす
影響

酵素活性に及ぼす各種の2価金属塩とEDTAの影

響を換した.Tablelに示すように,酵素作用Ⅰ,Ⅱと
もに,供試した2価金属イオンとEDTAによる促進

効果は認められず,逆に2価金属イオンによって阻害

される傾向を示した.阻害は酵素作用Ⅱより酵素作用

Ⅰの方が強く受け,酵素作用Ⅰは10-3MCa2+,Cd2+,

Ni2十でそれぞれ15-25%阻害され,10-4M Cu2'で

完全に阻害された.静索作用Ⅱは 10~BM の Cd2'で

20%,101M Cu2+で86%阻害された.

TableI.Effectof bivalentcations and
EDTAonlyticcnzymeactivity.Eachassay
mixturecontained8.5unitsoflyticenzyme
activity.

saltaddition Molarity Lgiizc.alCtiyi監Z(.%2)

t一
tV
●一
t一
■一
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■一
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一
0
-
0■
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o■
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o●

l
1
1
1
1
1
1
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0
5
0
5
0
4
5
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0
0
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8
1
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-
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1
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0
4
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6
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5
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0
0
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077

8
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5.HM2ファージ溶菌酵素の熱安定性

溶菌酵素の熱安定性について放したところ,Fig.7

に示すように,酵素作用Ⅰは50oC,5分間の熱処理で

90%失活し,55℃, 5分間の処理で完全に失活した.

酵素作用Ⅱは 50℃, 5分間の熱処理で完全に失活し

た.両酵素作用間の熱安定性にはほとんど差違は認め

られなかったが,酵尭作用Ⅰの方が僅かに熱安定性が

あると考えられた.既に報告している HM777-

ジ(Hongoelal.,1974)とHM3ファージ(田原ら,

1975)の溶菌酵素は,so℃,5分間の熱処理で,それ
ぞれ75%と100%失活している.本酵素も, これら
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Fig.7.StabilityofphaseHM 21induced
lyticenzyme at various temperatures.
Theenzymesolutionswereheatedfor5
minatvarioustemperaturesindicatedin
figure,andimmediatelycooledat2.C.
Residuallyticenzymeactivitieswereassay-
edasdescribedinMaterialsandMethods.
Initiallyticenzymeactivity:12units.0:
emzymeactivityI,●:enzymeactivityll.
の酵素と同様に,比較的熱に不安定な酵素であると考

えられた.

6.HM2ファージ溶菌酵素の作用点の解析

酵素作用Ⅰと酵素作用Ⅱの細菌壁とペプチドダリカ
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Fjg･8･Releasesofreducing groupsand
aminogroupsofcellwallorpeptidoglycan
byaction ofphage HM 2-inducedlytic
enzyme.Two mg or the cellwallor
peptidoglycanwassuspendedin0.5mlof
O･05Macetatebuffer(pH5.0)containing4.5
unitsorlyticenzyme,but,inthecaseor
thepeptidoglycan,pH 4.0ofbu仔erwas
used.Incubationswerecarriedoutat30oC.
Analiquotorthemixtureswaswithdrawn
atvarioustimesindicated in figureand
assayed･Left:cellwall(atpH5.0),right:
peptidoglycan (atpH 4.0),○:turbidity,
▲:reducinggroups,●:aminogroups.
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ンに対する分解の時間経過を換したところ,Fig･8に

示すように,酵素作用Ⅰは細胞壁とペプチドグリカン

から還元基を遊離し,酵素作用Ⅱは細胞壁からのみア

ミノ基を遊離させ,ペプチドグリカンからはアミノ基

を遊離させなかった.これらの結果は,酵素作用Ⅰがペ

プチドグリカンのグリカン部を切断するN-acetylglu-

cosaminidase或いはN-acetylmuramidaseである

ことを示唆し,酵果作用Ⅱは細胞壁に存在するタイコ

酸様物質からアミノ酸 (D-アラニン)を遊離する酵

素であることを示唆すると考えられた.従って,次

に,酵素作用ⅠとⅡの作用点を明らかにするため,分

解生成物の化学分析を行なった.

&. 酵素作用 Ⅰの分解生成物の化学分析

45unitsの溶菌酵素と20mgのペプチドグリカン

を 5mlの 0.05M 酢酸緩衝液 (pH 4.0)に溶解し

た反応系でペプチドグリカンを完全に分解させた.反

応停止後,分解生成物を20倍容の蒸留水に対して,

2oC で24時間透析し,透析外液の透析性低分子分解

生成物をロータT)-エバポレーターで濃縮し,凍結乾

燥した.この分解生成物の還元末端基をホウ素化水素

ナト))ウム (NaBH一)で還元し,次に,酸加水分解し

て,得られた酸加水分解物をアミノ酸自動分析器を用

いて同定,定量した.Table2に示すように,酵素作用

Ⅰによって得られた分解生成物をNaBH一処理するこ

とにより,ムラミン酸宜は対臓に比べて32%減少した･

しかしグルコサミンとアミノ酸の畳には変化は認めら

れなかった.従って,これらの結果より,HM2ファ

ージ溶菌酵素の酵素作用Ⅰは,卵白等のリゾチームや

HM3ファージ溶菌酵素と同じ作用点を有する N-

acetylmuramidase作用であることが示された.

TAble2.Analysisofpeptidoglycandigested
with phage HM 2-inducedlyticenZyme
(Enz.activityI).

compound rcdTcoti.n ReduNCi筑 with

(FLmOles/mgofpeptido等1ycan)
0.203
0.575
0.554
1.120
0.520
0.675

Muramicacid
Glucosa.mineGlutamlCacid
Alan*e
Diammoplm eric
Ammonia
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b. 酵素作用 IIの分解生成物の化学分析

45unitsの溶菌酵素と20mgの細胞壁を 5mlの

0.05M 酢酸緩衝液 (pH 5.0)に溶解した反応系で,

細胞壁が完全に分解するまで反応させ,分解生成物を

65

A 8

Fig･9･TLCorNH2-terminalaminoacid
ofreleasedsubstance.A:authenticDNp-

aminoacid,B:releasedsubstance.

Table3.An alysisofconfigurationofala-
nineindigestedcellwallongaschromat0-
graphy.

Treatment MolarratiotoL-alanine
L-Ala D-Ala

DNP-treatment 1.00 1.30
None 1.00 1.90

上記aと同様に調製し,凍結乾燥した.この分解生成

物のN-末端アミノ酸を DNP化し,これを酸加水分

解した後,スポットフイルム上で同定したところ.Fig.

9に示すように,アラニンのみが検出された.次に,

N-末端アラニンの光学活性を放した.Table3に示す

ように,N-末端アラニンが除去されていない対席の分

解生成物中には D一アラニンと L-アラニンがモル

比 1.90:1.00で存在するのに対し,DNP化によっ

て N-末端アラニンが除去された分解生成物中の D-

アラニンとL-アラニンのモル比は 1.30:1.00であ

った.すなわち,N-末端アラニンを除去した分解生成

物中の D-アラニンが,対照のD一アラニンに比べて,

32%減少した.この結果は,分解生成物のN-末端ア

ラニンが D-アラニンであることを示している.

一方,Fig.10とTable4に示すように,本宿主菌の

細胞壁中には D-アラニンと L一アラニンが 2:1の

モル比で存在しているが, この2個の D-アラニンの

うち, 1個はペプチドグリカンのペプチド部に存在す

るD-アラ主ンであり (Fig.10),他は,タイコ酸様

物質に存在する D-アラニンであることがポリサッカ

ライド画分の分析から明らかになった (Fig.10).普

た,Table5に示すようにポリサッカライド画分は比

較的多量のリンを含むことも,タイコ酸様物質の存在

を示唆している.

以上の結果と,酵素作用Ⅱはペプチドグリカンには
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Retentlontime(min) Retentiontime(nln)

Fig.10.Analysisofconfigurationofalanineincellwall,
peptidoglycan andcellwallpolysaccharideofCLostn'dl'um
saccharoperb〟tytacefo〝F'cLlm.

Table4.Aminoacidandaminosugaranalysisofcellwallandpeptidoglycanfrom
ClostrLdL'umsaccharopeTb〟tytaceloTILcum.

Cellwall

Component

Glutamicacid*
Alanine**

Diami nop!mericacid
Glucos早mlne
MuramlPacid
AmmonIa

Peptidoglycan***

(pAmElOe粒 g) aotaarm;catiociio (pAmT.oeS g) 2fuo!:rm fcatiociLo
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1
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*D-glutami cacid.
**L-andD-alaninC.
***Thisdatah a sreportedinJ.Gen.AppL.ML-crobLloL., 21:65-74(1975)

Table5.Phosphorusanalysisofcellwall,
peptidoglycanandcellwallpolysaccharide
ofCloslrLdLumsaccharopeThtytacelot7lcum.

Sam ple (pg/Pmhgos.pfhosraui,lc)

Crudecellwall 15.2
Cellwall 12.5

pp諾ISdaoccgLyacrn 1i:!

全く作用しないことより,HM2ファージ溶菌酵素の

酵素作用Ⅱは,細胞壁中のタイコ酸様物質に存在する

D-アラニンを遊離させる作用であると考えられた.
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考 察

HM2フ7-ジの溶菌酵東は,その宿主菌の細胞壁

ペプチドグリカンのグリカン部を切断するN-acetyL

muramidase作用の他に,ペプチドグ[)カンからはア

ミノ基を遊離させず,細胞壁からのみ D-アラニンを

逝離させる酵素作用を有していた.細胞壁に対する溶

解作用では,この両酵素作用のうち,細胞壁の骨格で

あるペプチドグ1)カンを分解するN-acetylmurami-

dase作用が主をなすと考えられた.この N-acetyl-

muramidase作用は宿主菌の生菌体,ホルマT)ン処理

菌体や熱処理菌体などのいわゆる wholecellsには
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全く作用しなかった.これは,本菌を宿主とするHM

37T-ジの溶菌酵素 (N-acetylmuramidase,田腐

ら,1975)や不完全ファージ･クロストシン0の溶菌

酵素 (N-acetylmuramidase,Ogat8andHongo,

1979;緒方ら,準備中)が宿主菌などを含む Cto･slrl'-

dEum属細菌の生菌体やホルマ1)ン処理菌体を強く溶

菌するのとは全く異なっていた.これらの他にも,本

菌の HM77T-ジの溶菌酵素 (N-acetylmura-

rnylL-alanineamidase)をはじめ多種多様のファ

ージ溶菌酵素でも wholecellsを溶解できることが

知られている (緒方,1977).HM2ファージ溶菌酵

素と同じく,wholecellsを溶解できない溶菌酵素と

してはSTqphyLococc〟sa〟reusの80ファージの溶菌酵

莱 (peptidase)があるに過ぎない (Doughtyand

Mann,1967). HM2ファージ溶菌酵素などのよう

に基質特異性の高いものも基質を細胞壁さらにペプチ

ドグリカンと単純に していくに従って,他種由来の

ものも分解できるようになることが多いので,Whole

cellsを溶解できないのは,細胞表層に存在するタン

パク質や多糖類等による酵素阻害作用や立体障害作用

に起因すると考えられる.

N1-4菌株の HM3ファージなどの多くのファー

ジでは生菌体やホルマリン処理菌体に多重感染 (moi

100-500)した場合には,ファージ尾部に存在する溶

菌酵素の作用によって,菌体が直ちに溶菌する1ysis

fromwithoutの現象が認められる.しかし,HM2

ファージの多重感染ではこの現象が起こらないのは

(‖ongoandOgata,1969),HM27T-ジの溶菌

辞素に細胞の外側から菌体を溶解する作用がないのに

も一因があると,本実験より推考された.

細胞壁からD-アラニンを逝離する酵素作用は,細

胞壁に存在するタイコ酸様物質から D-アラニンを遊

離する酵素作用によることが考えられた.C･saccha･

roperb〟(ylacelonlc〟mのタイコ酸様物質については,

その細胞壁のポリサッカライド画分から D-アラニン

と比較的多宜のリンを検出した結果から,本物質の存

在を示唆できたが,これがタイコ酸そのものか,或い

は他の物質であるかについての確証は現在得られてい

ない.この物質の化学組成や化学構造が明らかにされ

るに伴って,D-アラニンを遊離する静索作用の詳細

も明らかになると考えられる.

フ7-ジ由来の溶菌酵素で,ペプチドグT)カンを分

解する酵素以外のものとしては,細胞表層の爽膜等を

分解するP.aer〟gr'170Saの27I-ジのpolysaccha･

ridedepolymerase(BartelletaE.,1968),E.colt
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の297T-ジの CapSularpolysaccharidedepoly･

mcrasc(Yurewiczclal.,1971),a.〝attoとB.

S〟bliLjsのファージの r-pOlyglutamatedepolyme-

rase(YoshimotoelaL.,1973),S.(yphLm〟rEum の

e18ファージの 0-antigenhydrolase(Kanegasaki

andWright,1973)や KtebsL'ettaaeroge〝eSのフT-

ジの mannOSidaseなどが報告されている (緒方,

1977).これらの酵素はペプチドグ))カンには作用し

ないので,単独では菌体を溶解することはできない.

しかし,ペプチドグリカンに作用する溶菌酵素と共同

で,ファージ感染の最終期に作用して菌体表層構造を

破壊し,娘ファージを効率良く放出拡散させる働きが

あると推測されている.また,これらの酵素はファー

ジ尾部に存在しており,ファージ感染の隙に宿主菌の

表層構造を破壊して,ファージ侵入を容易にする働き

もあると言われている.タイコ敵の D-アラニンを逮

離させる酵素の報告は全くないが,HM2ファージの

溶菌酵素作用Ⅱも同様な役割を演じているものと考え

られる.

ファージ由来の溶菌酵素には,特異性の高い多種多

様の酵素が存在する可能性が考えられ,特異な作用を

有する細胞表層分解酵素を検索する場合に,ファージ

溶菌液はよい酵素源になると考えられる.

要 約

HM277-ジが感染 した ClostrLd'umsaccharoI

pet'butylacetolltCum (ATCC 13564)の溶菌液から,

この宿主菌の細胞壁の他 に,C.kaneboE,C.sporo･

geTleSの細胞壁を溶解する溶菌酵素%,硫安塩析,

DEA玉-セルロースカラムクロマトグラフィー によっ

て分離精製した.本辞素は,Clostn'dL'〟m属細菌の生

菌体やホルマリン処理菌体を溶解せず,細胞壁とペプ

チドグリカンのみを溶解するという高い基質特異性を

有していた.本酵素には,至適 pH4.0で,ペプチド

グリカンから還元基のみを遊離させてこれを分解する

酵素作用Ⅰと,至適 pH5.0で,細胞壁からのみア

ミノ基を遊離させる辞素作用Ⅱが存在した. 酵素作

用Ⅰはペプチドグ))カンのグ))カン部を切断するN-
acetylmuramidaseの作用であった.酵素作用Ⅱは,

分解生成物の N-末端アミノ基が D-アラニンである

こと,ペプチドグリカンに対して全く作用しないこと

などから,細胞壁に存在するタイコ酸様物質の D-ア

ラニンを遊離させる作用であると考えられた.
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Summary

Aphageendolysm wasisolatedfrom phageHM 2-inducedlysateofClostn'drum

saccharoperbutylaceloTIE'cum (ATCC 13564),byprecipitationwithammonium sulfate,
andDEAE-cellulosecolumnchromatography.Thisendolysinlysedthecellwalls

and peptidoglycansofC.saccharoperbulylacetonl'cumandsomeotherclostridia,but
hardlytheirlivingwholecells,formalin-treatedwholecellsandheat-treatedwhole
cells.Ithadtwodifferentlyticactivities,whichwerenotseparatedevenbyuseof

electrophoresison isoelectricrocusing.One (activityI)wasaN-acetylmurami-
dase,whichcleavedi-1,4bondsbetweenN-acetylmuramicacidandN-acetylglu-

cosamineorpeptidoglycan,anditsoptimum pHwas4･0.Theother(activityII)

digestedthecellwallatoptlmalpH 5.0,butnotpeptidoglycan.Thisdigestionor
cellwallbythelatterwasaccompaniedbythereleaseorNH2-terminalD-alanine,
withoutconcomitantreleaseorNH2-terminalL-alanineandofCOOH-terminal

aminoacids.Therefore,itwasconsideredthattheactivityIImightattackonthe
bondsofD-alanineinteichoicacid-likesubstanceofcellwall.


